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FISIOLOGIA DE LA CELULA SANGUINEA 
POR ALBERT S. GORDON 


En todo organismo debe existir algún mecanismo a través 
del cual las células puedan ser alimentadas para su crecimiento 
y desarrollo constantes. Debe haber, también, otro mecanismo 
para desalojar los productos de desecho asociados a la actividad 
celular. En todos los seres vivos pluricelulares, este problema es 
solucionado por medio de un líquido circulante. Independiente- 
mente de su composición, este fluido debe hacer llegar a cada 
célula los materiales que ésta necesita para su desarrollo, así. amo 
recoger aquellos productos de desecho que, de permitirse su acu- 
mulación, resultarían mortales. Así pues, este sistema circulatorio, 
ya sea no celular, como en las plantas, o esté constituido por 
elementos celulares como en algunos animales, es extremadamen- 
te importante. Si funciona indebidamente, el individuo perecerá. 
Debido a su íntima relación con el resto de las células del cuerpo, 
frecuentemente refleja algunas condiciones anormales o de 
enfermedad. 

La importancia de la sangre fue reconocida mucho antes de 
que se efectuaran estudios serios acerca de su circulación, sus 
constituyentes o su papel en la nutrición y en la excreción. Segura- 
mente el hombre primitivo estaba consciente de su importancia, 
ya que sabía que el perderla equivalía a la muerte. No resulta 
sorprendente, entonces, que una hipótesis temprana se refiriera 
a la sangre como un transportador de alguna especie de espíritu 
de vida que fuese vital. 

Como un ejemplo, en el segundo siglo, el reconocido anatomis- 
ta Galeno estableció que la sangre, en sus recorridos a través del 
cuerpo, obtenía su “espíritu vital” al pasar por el corazón. En el 
cerebro, este “espíritu” era transformado en “espíritu animal”, 
que podía ser transmitido a través de los nervios. En esa época se 
suponía que la sangre se movía hacia adelante y hacia atrás, en 
un movimiento similar al de las mareas, a lo largo de un sistema 
de tubos denominados venas y arterias. El concepto de un ver- 
dadero sistema circulatorio, en el que la sangre continuara 
moviéndose en un circuito completo, no fue propuesto sino hasta 
que William Harvey hubo completado su importante trabajo en 
el siglo XVII. 

A pesar de lo importante e interesante que resulta este 
desarrollo, en este folleto, no nos ocupa tanto la operación y análi- 


1 


sis de este sistema, cuanto la descripción de la fisiología de los 
elémentos celulares que contiene. 

En algunos aspectos, el análisis de la sangre y de sus constitu- 
yentes es más sencillo que el estudio de las células vivas y en 
crecimiento que tapizan la boca de una rana o forman el músculo 
de un antebrazo. Dado que es un fluido, puede extraerse fácil- 
mente. Su estudio al microscopio es relativamente simple, ya que 
la sangre no requiere preparaciones complejas. Al mismo tiempo, 
algunos estudios de la sangre son complicados porque ésta pierde 
muchas de sus características cuando no está circulando a través 
del tejido vivo. Los tejidos por los cuales circula la sangre refle- 
jan una variedad de “ambientes” celulares. No todos los aspectos 
de esta variedad pueden ser reproducidos con equipos de labo- 
ratorio. 

Los primeros trabajos acerca de la fisiología de la sangre 
estaban relacionados con la química de las porciones no celulares 
de ésta. El hecho de que la sangre tuviera células fue concebido 
hasta 1673, cuando el microscopista pionero Anton van Leeuwen- 
hoeck describió a los eritrocitos como “pequeños glóbulos flotando 
en un licor llamado por los médicos suero”. Desde entonces, las 
células sanguíneas han sido examinadas y estudiadas de innume- 
rables formas. 

Algunos aspectos del estudio de las células sanguíneas son 
hermosos, tales como los patrones de brillantes colores dados por 
las células cuando han sido tratadas con colorantes y observadas 
al microscopio. Otras fases son muy dramáticas, como los re- 
pentinos ascensos y descensos en el número de células durante 
los conteos en animales experimentales a los cuales les han sido 
extraídas glándulas, o inyectadas ciertas sustancias. En los últi- 
mos años, por medio de la experimentación y el estudio, se han 
desarrollado muchas técnicas muy útiles. Algunas de ellas están 
siendo aplicadas al problema de los mecanismos básicos de for- 
mación y liberación de células sanguíneas. En este folleto 
se examinarán algunos aspectos de estas técnicas e indicará la 
importancia de lo que nos han revelado acerca de la sangre. 

Los tipos y estructuras de las células sanguíneas en los fluidos 
circulatorios de los mamíferos ya se conocen bien. Flotando en el 
plasma hay tres tipos básicos de elementos: glóbulos rojos 
(eritrocitos), glóbulos blancos (leucocitos) y plaquetas (trombo- 
citos). Las plaquetas, que funcionan básicamente en los mecanis- 
mos de la coagulación de la sangre, son, de hecho, el resultado 
de la fragmentación citoplásmica de un cierto tipo de célula 
sanguínea. Los leucocitos son de diferentes tipos, que serán dis- 
cutidos detalladamente en secciones posteriores. Los leucocitos 
efectúan una variedad de funciones sumamente importantes, 
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especialmente en la protección del cuerpo contra las enfermeda- 
des. Los glóbulos rojos sirven fundamentalmente para transportar 
el oxígeno que emplearán los tejidos del cuerpo, y como tales, son 
esenciales a la vida misma. 


TECNICAS DE MEDICION 


Conteo de células. Una primera etapa en el estudio de 
cualquier conjunto de objetos es contarlos. El conteo de células es 
una necesidad básica en el estudio de la sangre, y se han diseñado 
diversos métodos para determinar el número de células en la 
sangre, así como los números relativos de los diferentes tipos de 
células. Los cambios en los números totales y relativos de células 
en la sangre indican que están ocurriendo cambios importan- 
tes en el cuerpo. Significan que se está efectuando algún ajuste a 
condiciones nuevas en el medio ambiente o en el mismo cuerpo. 
Así pues, resulta esencial poder reconocer fácilmente desviación 
que rebase los márgenes establecidos. 

Las células en la sangre circulante son habitualmente contadas 
por el método del hematocímetro. Para ello, se introduce una 
pequeña cantidad de sangre en una pipeta estándar de sangre, y 
se diluye en un fluido que preserve los elementos que serán 
contados, o que destruya aquellos que no van a ser estudiados. 
Una cantidad conocida de la sangre diluida se coloca en el 
cubreobjetos que cubre al hematocímetro. Después que la sangre 
ha entrado en la cámara de éste, y se ha estabilizado, se observa 
a través del microscopio el número de células que se encuentran 
dentro de una área delimitada de la cámara, y se cuentan. Dado 
que se conocen tanto el factor de dilución como el volumen del 
fluido entre el cubreobjetos y la cámara, el número de células que 
hay en un volumen dado de sangre puede ser calculado. 

Los resultados obtenidos por este método son variables, en 
gran parte porque hay posibilidades de error inherentes al proce- 
dimiento de muestreo de la sangre, y al de mezclar la sangre dilui- 
da dentro de la pipeta. Los errores cometidos al llenar la cámara 
también se manifiestan en el momento de contar. Consecuente- 
mente, se han buscado otros métodos de conteo. Por medio de dis- 
positivos fotoeléctricos, el número de células sanguíneas puede 
ser estimado a partir del grado de turbidez de suspensiones de las 
mismas. Coulter diseñó recientemente un contador electrónico 
que posibilita el conteo automático de eritrocitos, leucocitos y 
plaquetas. El principio en que se basa este método es que las célu- 
las sanguíneas no conducen la corriente eléctrica tanto como una 
solución de electrólitos (un electrólito es una sustancia que se 
transforma en conductor al ser diluida en el solvente adecuado). 
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Para el contador Coulter se prepara una suspensión diluida de 
células sanguíneas en una solución salina. Por succión, la suspen- 
sión es llevada a través de una pequeña abertura a un tubo de 
ensayo, en el cual, una corriente eléctrica es conducida entre dos 
electrodos de platino. Conforme las células pasan por esta aber- 
tura, desplazan un volumen igual de la solución suspensora 


electrolítica, creando una resistencia que ocasiona cambios en la . 


corriente. Los pulsos de corriente son amplificados y registrados 
automáticamente en un dispositivo de conteo electrónico. Este 
método, que elimina el factor humano, posibilita el conteo rápido 
de un gran número de células y reduce sustancialmente los errores 
generalmente presentes en los procedimientos de conteo de células. 


Determinación del número de células en la médula. Otro 
enfoque útil en la especificación del estado de la sangre es la 
determinación del número de células que se encuentran en los 
órganos productores de sangre, particularmente la médula ósea. 
Hace poco años, mi asociado, el Dr. George Fruhman y yo, intro- 
dujimos un método para calcular el número de los diferentes tipos 
de células en la médula ósea de las ratas. Se extraen los fémures, 
se quita el músculo que los rodea y se abren longitudinalmente; 
una muestra de la médula ósea del fémur se introduce en una 
pipeta calibrada. El peso de la médula se determina pesando 
la pipeta con y sin la muestra. La médula es transferida a un tubo 
con una cantidad conocida de plasma de rata, y se hace una sus- 
pensión uniforme moviendo la médula de arriba hacia abajo en 
una pipeta. Después se toman muestras para conteo en hematocí- 
metro y para observación en el microscopio. Conociendo el peso 
de la médula, los números celulares totales de la muestra pueden 
determinarse desde el primer conteo. En base a las observaciones 
hechas al microscopio, el porcentaje de cada tipo de célula 
medular puede ser determinado. Multiplicando el porcentaje ob- 
tenido por el total de células contadas se obtiene una cifra para 
cada uno de los tipos celulares medulares. El método es exacto 
y ha resultado útil en el estudio de los efectos de una variedad 
de factores estimulantes y depresores de la formación de células 
sanguíneas en las ratas. 


Medición de plasma y volúmenes de glóbulos rojos. Además 
del conteo de células sanguíneas en muestras, deben tomarse en 
cuenta otras mediciones para determinar el estado de la sangre 
en circulación. Estas mediciones incluyen el total de plasma en 
circulación, el volumen de glóbulos rojos y el tiempo de vida. 
En estos aspectos, el uso de isótopos radiactivos ha sido muy útil. 
Se ha obtenido mucha información valiosa “marcando” los cons- 
tituyentes sanguíneos con isótopcs radiactivos. 
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El proceso de marcaje con isótopos está basado en el hecho 
de que las células sanguíneas, en su crecimiento y actividad 
naturales, utilizan varios elementos como el hierro. Los isótopos 
radiactivos de estas sustancias, al añadirse a la sangre, son to- 
mados y empleados por las células sanguíneas. La radiactividad 
actúa entonces como un indicador de la presencia del isótopo en 
cualquier parte del cuerpo o en los elementos sanguíneos, extraí- 
dos del mismo. Como las intensidades bajas de radiactividad son 
mesurables con los instrumentos apropiados, aun las cantidades 
de isótopo empleadas por la célula son determinables. Dos reque- 
rimientos para el procedimiento de marcaje son: la marca debe 
adherirse fuertemente a la célula estudiada y no debe traducirse 
en daño significativo para las células estudiadas. Empero, el 
isótopo radiactivo siempre constituye una fuente de radiación 
interna que debe ser considerada. 


Para la medición del volumen plasmático, se inyecta en una 
vena una cantidad determinada de albúmina sanguínea, marcada 
con un isótopo radiactivo como el 11*!, Se da un poco de tiempo 
para permitir que la albúmina marcada se incorpore a la circula- 
ción. Después se toma un volumen determinado de sangre, se 
centrifuga y se separa así el plasma. Una comparación de la 
radiactividad de este plasma con la de la muestra original de 
albúmina marcada proporciona una medida del grado de dilución 
de la proteína marcada. Una vez conocido el grado de dilu- 
ción, el volumen total de plasma puede ser calculado. 


En forma semejante, el volumen de glóbulas rojos puede ser 
determinado observando en qué grado se diluyen, en los glóbulos 
rojos en circulación en el cuerpo, un número dado de eritrocitos 
marcados radiactivamente. Bajo condiciones adecuadas, un volu- 
men conocido de la sangre del sujeto se mezcla en un tubo de 
ensayo con una solución que contiene un isótopo como Cr'!, 
aproximadamente durante 30 segundos. En seguida, las células 
son lavadas, resuspendidas en un medio salino —plasmático y se 
inyecta intravenosamente una cantidad determinada—. Aproxi- 
madamente 10 minutos después de la inyección de la suspensión 
con glóbulos marcados, se toma una muestra de sangre, y el 
volumen de glóbulos rojos en circulación es calculado a partir 
del grado de dilución de los glóbulos, indicado por la disminución 
de la radiactividad. 


En este cálculo, el valor conocido como hematocrito debe ser 
tomado en cuenta. El hematocrito es el porcentaje de volumen 
ocupado por los glóbulos rojos compactados, separados del plasma 
al centrifugar la sangre. El hematocrito normal es aproximada- 
mente del 45%. En estados anémicos es mucho más bajo; en 
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estados caracterizados por hiperproducción de glóbulos rojos, 
conocidos como policitemias, es mucho más alto. 

Se puede calcular directamente una cifra para el volumen 
total de sangre en circulación, sumando los volúmenes de plasma 
y de glóbulos rojos determinados por los métodos que acabamos 
de describir. Los leucocitos y las plaquetas representan normal- 
mente una parte sumamente pequeña del volumen total. Este 
volumen total, en hombres y mujeres normales, promedia, más 
o menos, 77.5 66.5 ml, respectivamente, por kilogramo de peso 
del cuerpo. Resulta interesante que durante el embarazo el vo- 
lumen total de sangre circulante aumente, en particular porque 
hay un incremento en el volumen del plasma. En algunas leuce- 
mias (enfermedades asociadas a la sobreproducción de glóbulos 
blancos), se observa el mismo incremento del plasma. En las 
policitemias, se han observado aumentos considerables en el 
volumen total de la sangre. 


Medición del tiempo de vida. Los radioisótopos también 
pueden emplearse con bastante éxito para determinar cuánto 
tiempo sobreviven las células en el torrente sanguíneo. El prin- 
cipio subyacente a esta técnica radica en la elección de un isótopo 
que pueda incorporarse a algún componente de la célula durante 
el desarrollo de ésta. Tal es el caso de los isótopos Fe”?, N*” glicina 
o C!** glicina: al ser inyectados a la sangre, son tomados por los 
eritrocitos en desarrollo y entran a formar parte de la molécula 
de hemoglobina. Después de ser inyectados a un mamífero, el 
isótopo aparece primero en los glóbulos rojos en desarrollo que 
se encuentran aún dentro de los órganos formadores de sangre. 
Después de un periodo de división y de maduración, las células 
jóvenes marcadas son liberadas a la circulación. El tiempo re- 
querido para la desaparición de las células marcadas de la circu- 
lación (es decir, el tiempo transcurrido hasta el momento en que 
ya no se detecta radiactividad en las muestras de sangre) puede 
ser considerado como el tiempo de vida de estas células. Un 
problema especial que plantea esta técnica es que algunos isótopos, 
como el Fe”, pueden ser reutilizados por los órganos formadores 
de sangre una vez destruido el glóbulo rojo. Por ello, fre- 
cuentemente se suministra al sujeto una dosis de Fe no radiac- 
tivo un poco después de la inyección del Fe”?, cuando el mayor 
número de células radiactivas está siendo destruido. Este proce- 
dimiento diluye el pozo de hierro radiactivo, reduciendo así la 
reutilización del isótopo liberado. 

En algunas ocasiones, el conocimiento del tiempo de vida de 
toda una población de glóbulos rojos, considerados como un todo, 
resulta esencial. Un método simple, fácilmente reproducido, con- 
siste en marcar una muestra de glóbulos rojos, en un tubo, con 
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Cr”, e inyectar esta muestra a un animal experimental. El decre- 
mento de la radiactividad en la sangre del receptor refleja la 
desaparición de las células marcadas, e indica así el tiempo de su- 
pervivencia de las mismas. Hay una cierta pérdida de Cr*! de 
parte de los glóbulos rojos, y se cuenta con los factores de correc- 
ción necesarios. Con este método, es posible encontrar algo acerca 
de los procesos de destrucción que ocurren en las enfermedades 
que presentan deterioros en el tejido sanguíneo. 

El tiempo de vida de un glóbulo rojo en circulación en un ser 
humano normal, es, en promedio, de 120 días. Los glóbulos rojos 
de los mamíferos llamados inferiores tienen, generalmente, 
tiempos de vida más cortos, y son producidos más rápidamente. 
El tiempo de vida de los glóbulos rojos se altera en condiciones 
anormales de la sangre; así, disminuye cuando hay anemia 
perniciosa, en anemias asociadas a afecciones hepáticas y fre- 
cuentemente en estados leucémicos. 

El tiempo de vida de los leucocitos y de las plaquetas puede 
ser determinado por técnicas semejantes a las empleadas para 
los eritrocitos. Una de las marcas radioisotópicas más eficaces 
para leucocitos y plaquetas es el diisopropilfluorofosfato unido al 
P*2 (DFP*), Este compuesto se une irreversiblemente a los com- 
ponentes proteicos de la célula, y presenta la ventaja de que, al 
ser destruidas las células, la marca no es reutilizada por el cuer- 
po. Uno de los procedimientos consiste en tomar una muestra de 
sangre del animal, y en separar después los leucocitos por técnicas 
de sedimentación. Los glóbulos son marcados, en un tubo con 
DFP*”?, y devueltos al donador original de la sangre para medir 
su tiempo de tránsito en la sangre. Los cálculos indican que, en 
el hombre, algunos tipos de leucocitos permanecen en ella sólo 
9 horas. 


Medición del metabolismo del hierro. Otra clave importante 
para la actividad de los órganos formadores de sangre es la uti- 
lización del hierro. La velocidad a la que el plasma queda sin 
hierro y la cantidad del mismo incorporada a los eritrocitos son 
indicadores de la velocidad de formación de éstos. El hierro 
radiactivo (generalmente Fe”*) es muy empleado en estos 
estudios. 

Para medir el desalojamiento de hierro del plasma, se inyecta 
intravenosamente una cantidad dada de hierro radiactivo. Se 
toman muestras a intervalos dados durante las 2 a 4 horas siguien- 
tes, empezando alrededor de 5 minutos después de la inyección. 
La sangre es centrifugada para separar el plasma, y la radiactivi- 
dad de cantidades apropiadas de plasma es determinada. El 
tiempo requerido para que el hierro radiactivo del plasma dismi- 
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nuya en un 50%, con respecto a su nivel inicial, es llamado “tiem- 
po medio de desalojamiento”. En el humano normal, este tiempo 
va de 14 a 2 horas. La radiactividad del plasma se grafica 
contra el tiempo. Si se emplea una escala semilogarítmica, ge- 
neralmente resulta una línea recta. La pendiente de la línea indica 
la tasa de desalojamiento del hierro radiactivo. Un experimento 
en particular puede indicarnos que un 34.6% del total del hierro 
sale del plasma cada hora. La mayor parte de este hierro, en 
condiciones normales, es colectado por los tejidos eritroides for- 
madores de sangre, para la síntesis de la hemoglobina. Es 
importante considerar que la fracción de hierro radiactivo des- 
plazado depende del contenido total de hierro en el plasma. Así 
pues, a niveles bajos de hierro plasmático, una fracción relativa- 
mente grande de hierro radiactivo saldrá del plasma, y viceversa, 
a altos niveles de hierro plasmático, una menor proporción del 
hierro radiactivo será desalojado. Conociéndose el total de hierro 
plasmático (antes de la inoculación de Fe””), el volumen del plas- 
ma y el tiempo de desalojamiento, puede ser calculada la veloci- 
dad de transporte del hierro radiactivo (PITR)*. Esto resulta ser 
un indicio de la velocidad a la que el hierro está siendo empleado. 
Como es de esperarse, el PITR desciende en estados asociados 
a la disminución de producción de glóbulos rojos, como en algunos 
tipos de anemias. Es acelerado en condiciones de producción ele- 
vada de glóbulos rojos, tales como las que se presentan después 
de una hemorragia o de la exposición a altas altitudes, o en la 
policitemia vera. 

Las medidas de la incorporación del hierro a la sangre se ha- 
cen en relación al desalojamiento del plasma. En el hombre, bajo 
condiciones normales, del 75 al 85% de la dosis de marcador Fe”” 
administrada, aparece en los glóbulos rojos en circulación al cabo 
de los 5 a 10 días siguientes. En animales de laboratorio, esta 
cifra es menor porque la velocidad de degradación de los glóbulos 
rojos es mayor. 

La correlación entre la aparición del hierro radiactivo en los 
glóbulos rojos en circulación y el desalojamiento del plasma y la 
radiactividad de la médula ósea se muestra en la figura. Los 
cambios en la incorporación del hierro radiactivo a los glóbulos ro- 
jos son generalmente paralelos a los del PITR. Así, es de esperar- 
se que los niveles de hierro radiactivo incorporado se eleven en 
estados anormales caracterizados por la hiperproducción de 
glóbulos rojos. Los niveles decaerán en condiciones asociadas a la 
incapacidad de la médula para producir el número adecuado de 
glóbulos. 


1 PITR = plasma-iron transport rate. (N. del T.) 


TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LAS CELULAS 


Una vez que se ha evaluado y medido los elementos de la 
sangre, el biólogo debe identificar los diversos tipos de células 
y observar su actividad. Entonces, quiere determinar las etapas 
en el desarrollo de las células sanguíneas, así como las caracterís- 
ticas de crecimiento normal y anormal. En su estudio de las cé- 
lulas sanguíneas, desea señalar detalladamente la actividad 
química que se efectúa en la célula. Para cubrir estos dos propó- 
sitos, debe recurrir a una variedad de técnicas químicas y físicas. 

Estudios efectuados han demostrado que en organismos supe- 
riores adultos, los glóbulos rojos se originan en la médula ósea, 
y los glóbulos blancos en la médula ósea también, y en el tejido 
linfático, principalmente en los nodos linfáticos. Los elementos 
de la sangre se derivan de precursores primitivos o de células 
ancestros, llamadas células reticulares (también conocidas como 
células reticuloendoteliales). 

Estas células primitivas se diferencian en los primeros tipos 
reconocibles de las diferentes células sanguíneas. El eritroblasto, 
formado en la médula ósea, es el precursor del glóbulo rojo, el 
eritrocito. En la formación del eritrocito se presentan cuando 
menos cuatro etapas. La hemoglobina es primeramente sintetizada 
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Conteo de Fe” inyectado por minuto/microcurie 
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Apariencia de la curva de hierro radiactivo en los eritrocitos periféricos, 
en relación con la radiactividad del plasma claro y de la médula ósea 


en los eritroblastos tempranos; la producción alcanza su máxi- 
mo en el normoblasto, que da finalmente origen al reticulocito. 
Esta célula contiene un retículo citoplasmático (estructura pare- 
cida a una red). En forma de reticulocito, el glóbulo rojo es 
expulsado de la médula ósea a la sangre en circulación donde, 
en un periodo de 4 a 6 días pierde su retículo y se transforma en 
un glóbulo rojo maduro normal. 

En caso de haber deficiencias de ácido fólico o de vitamina 
Bi», como por ejemplo, en la anemia perniciosa, se pueden pre- 
sentar anormalidades en la división y en la maduración de las 
células eritroideas. Estas anormalidades probablemente se deban 
a alteraciones en el metabolismo de las células. Esta inhibición 
de la maduración se hace evidente en la médula ósea por la 
aparición de unas células grandes conocidas como promegaloblas- 
tos y megaloblastos. La inyección de vitamina B;. a pacientes con 
anemia perniciosa se traduce en la transformación del megalo- 
blasto a un normoblasto común, en un lapso tan breve como 12 
horas. 

La historia de las plaquetas y de los glóbulos blancos es más 
compleja. Las plaquetas provienen del megacarioblasto, también 
producido en la médula ósea, que sufre una fragmentación al 
llegar a su estado maduro, denominado megacariocito. Los leu- 
cocitos son de 5 tipos, con diferentes estructuras y funciones. Los 
granulocitos y los monocitos se desarrollan a partir del mieloblas- 
to y del monoblasto, respectivamente. Estos se encuentran en la 
médula ósea. Se pueden distinguir tres formas de granulocitos. 
(Dado que adquieren sus nombres según la técnica con que se 
les identifica, serán discutidos más adelante.) El tejido 
linfático es el responsable del linfoblasto, antecesor del 
linfocito. Los linfocitos, que a lo largo de las etapas progresivas 
de desarrollo son grandes, medianos y pequeños, constituyen 
alrededor del 30% de los glóbulos blancos en circulación en el 
humano adulto. Los granulocitos, y en menor escala, los monoci- 
tos, constituyen el resto. Sin embargo, en roedores como la rata 
y el ratón, los linfocitos representan aproximadamente el 75% 
de linfocitos en circulación. 

Tinción. En las observaciones de todos estos aspectos, par- 
ticularmente en aquellos que atañen a los glóbulos blancos, el 
proceso de tinción es la técnica más útil. El gran bacteriólogo 
Paul Ehrlich fue un pionero en la investigación de la estructura 
de las células sanguíneas. Su trabajo clásico se inició en 1877, 
siendo aún estudiante universitario. En la tinción de las células 
se aplican colorantes especiales para ellas. Los colorantes 
básicos interactúan con los ácidos nucleicos; los básicos se com- 
binan con el citoplasma, que es más básico. Así, es posible 
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distinguir las diferentes partes de una célula. Ehrlich descubrió 
combinaciones de colorantes que revelarían efectivamente las di- 
ferencias entre los diversos tipos de leucocitos. En la primera 
década de este siglo aparecieron mejoras a las técnicas originales 
de Ehrlich. (véase la página central para darse cuenta de algunos 
usos de los colorantes modernos. La explicación se encuentra en 
la Pág: 16). 

El proceso de tinción ofrece un interesante contraste con los 
principios que subyacen a las marcas isotópicas. Los elementos 
isópicos son usados por las células en sus actividades normales. 
Las tinciones no añaden nada utilizable a la célula, sino que 
toman ventaja de las diferencias químicas entre las estructuras 
celulares individuales. En un cierto sentido, las tinciones desarro- 
llan una imagen en la célula del mismo modo en que el reactivo 
químico adecuado desarrolla una imagen en una película fotográ- 
fica. 

Las tinciones pueden efectuarse aplicando colorantes a las 
células vivas, ya sea en la sangre en circulación o en frotis de 
sangre fresca. Esta técnica se conoce como tinción intravital. 
Empero, es más frecuente añadir el colorante a un frotis seco de 
sangre, en un portaobjetos. Para preparar el frotis de san- 
gre para este propósito, el investigador coloca una gota de sangre 
cerca del extremo del portaobjetos de vidrio, y lo expande rápida- 
mente sobre la superficie, con el extremo de otro portaobjetos. 
Cuando 1ws portaobjetos están secos son tratados con soluciones 
de colorantes que contengan algún fijador. 

Con el método intravital, la tinción se logra inyectando el 
colorante al animal vivo, o bien, aplicándolo a células vivas ex- 
traídas del organismo. Los colorantes empleados se dividen en 
tres clases. Estas son: (1) colorantes neutros, como el rojo neu- 
tro y el violeta neutro, que resultan útiles para teñir vacuolas; (2) 
colorantes básicos, como el azul de cresilo, el azul de metileno y 
el azul Nilo, que tiñen tanto a las mitocondrias como a las vacuo- 
las; (3) colorantes especiales, como el verde de Jano, el violeta de 
Dahlia y la piocianina, que tiñen específicamente a las mitocon- 
drias. Aunque estos diversos colorantes están considerados como 
“vitales”, es dudoso que la célula permanezca completamente 
normal durante el proceso de la tinción. Algunas autoridades so- 
bre esta materia suponen que los colorantes mitocondriales vitales 
actúan más bien como colorantes “premortales” que como 
vitales. 

Empleando varios métodos de tinción, es posible observar y 
distinguir los diferentes tipos de leucocitos. Estos, como hemos 
visto, son de cinco tipos, los cuales pueden subdividirse en dos 
grandes variedades de acuerdo a su estructura: los que poseen 
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gránulos citoplasmáticos (los granulocitos) y aquellos que, en su 
mayoría carecen de ellos (los agrunolocitos). Tres tipos de 
granulocitos se diferencian tomando como base la característica 
de tinción de sus gránulos: los eosinófilos (amantes de la eosina), 
los basófilos (amantes de las bases) y los neutrófilos. 

Cuando se hace la tinción con el colorante de Whight (una 
combinación de azul de metileno y otros colorantes), los neutró- 
filos muestran un citoplasma de coloración rosa pálido, que 
contiene finos gránulos rosados o rosa-violeta. En estado vivo, 
como se observa en preparaciones húmedas de sangre, los neutró- 
filos son muy activos y a menudo se les ve proyectar largos 
seudópodos en la dirección de su movimiento. El núcleo general- 
mente está compuesto de lóbulos unidos por medio de bandas 
de cromatina. Los eosinófilos se reconocen por sus grandes 
gránulos citoplasmáticos uniformes y de coloración rojiza. Es po- 
sible observar también su movimiento en preparaciones húmedas, 
aunque la motilidad es menos marcada que la de los neutrófilos. 
El núcleo de los eosinófilos humanos es lobado pero rara vez tiene 
más de dos segmentos; en la rata, el núcleo presenta la forma 
de rosca. Los basófilos teñidos se pueden distinguir con facilidad 
por sus grandes gránulos, vastos, de color púrpura o azul ne- 
gruzco. En estado vivo, su mortalidad es semejante a la de los 
neutrófilos. Su núcleo se encuentra parcialmente oscurecido por 
la gran cantidad de gránulos. 

Los agrunolocitos forman dos clases: los linfocitos y los mo- 
nocitos. Los primeros se caracterizan por su gran núcleo y un 
citoplasma que aparece de color azul cielo con el colorante de 
Wright, pudiendo mostrar pocos gránulos de coloración rojo 
violeta. Los linfocitos vivos también son móviles, pero los seudó- 
podos son pequeños y generalmente inconspicuos. Los monocitos 
son los más grandes de los leucocitos circulantes. Tienen un cito- 
plasma de color grisáceo o de aspecto lodoso (con la tinción de 
Wright) conteniendo gránulos rojo-azulados, o lila claro, dis. 
tribuidos esparcidamente. El núcleo es grande, y puede ser re- 
dondo, ovalado o en forma de herradura. En preparaciones vivas, 
se observa al monocito moverse en una serie de movimientos de 
deslizamiento sobre la superficie del substrato. 

Los leucocitos desempeñan un papel importante en la defensa 
del organismo contra los procesos de enfermedad. Algunos (gra- 
nulocitos y monocitos) ingieren a los organismos invasores; otros 
(linfocitos y monocitos) participan en la formación de anticuer- 
pos; otros más (eosinófilos) actúan para desintoxicar, es decir, 
para eliminar veneno o efectos del mismo. Resulta interesante 
que los leucocitos funcionan en los tejidos y no en la sangre. Esta 
funge únicamente como medio de transporte que acarrea a estas 
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células desde los órganos formadores de sangre y desde los sitios 
de depósito hasta las áreas donde se llevan a cabo sus múltiples 
funciones. 

La tinción, además de su utilidad en el estudio de los tipos 
celulares y del desarrollo, tiene importantes aplicaciones en 
pruebas que indican la presencia de determinadas sustancias 
químicas en las células. Así, el colorante denominado Sudán 
Negro B, se emplea para teñir lípidos en células sanguíneas: 
esto es, partículas grasas y otras asociadas a los gránulos del 
leucocito y con los cuerpos de Golgi. El hecho de que, en los gra- 
nulocitos, los cuerpos revelados por la prueba del negro de Sudán 
incrementan en cantidad conforme la célula va madurando, es 
interesante. 

Otras técnicas químicas. La tinción, siendo una técnica muy 
útil, no es la única válida para la observación de las células. Al 
estudiar las estructuras celulares y algunos de sus componentes 
químicos, se requiere de otros- métodos. Algunos de éstos pueden 
considerarse como enfoques citoquímicos; es decir, que al igual 
que la tinción, están basados en reacciones químicas dentro de 
las células. Otros métodos emplean rayos X, difracción de elec- 
trones y espectroscopia. Estas técnicas físicas amplían y com- 
plementan a las citoquímicas. 

En los estudios del metabolismo celular, por ejemplo, es nece- 
sario determinar la presencia de ácido desoxirribonucleico (DNA) 
y de ácido ribonucleico (RNA) en el núcleo de los leucocitos y 
de los glóbulos rojos jóvenes en la médula ósea. Para ello, el 
verde de metileno o la técnica de Feulgen pueden ser empleados, 
aunque la espectroscopia también resulta útil, ya que la presencia 
de DNA y de RNA puede calcularse a partir de la absorción de 
los colorantes en el rango ultravioleta del espectrofotómetro. 

Algunos de los métodos citoquímicos implican réacciones en- 
zimáticas. La presencia de una enzima específica puede indicar 
el sitio de una actividad química específica. En las pruebas ge- 
neralmente empleadas, se forman cuerpos negros o coloreados en 
la célula, al añadirse una sustancia química con la cual puedan 
interactuar las enzimas. Las enzimas más frecuentemente estu- 
diadas son de dos tipos: enzimas oxidativas (aquellas involu- 
cradas en reacciones de oxidación) y enzimas hidrolíticas (aque- 
llas que descomponen sustancias orgánicas). Un ejemplo de una 
enzima oxidativa es la peroxidasa. Para detectar la presencia de 
esta enzima, se sumergen películas de sangre recién secada en 
sulfato de cobre, y se tratan después con una mezcla de bencidina 
y peróxido de cobre. La peroxidasa, en las células, reacciona con 
el peróxido, liberando oxígeno que, a su vez, reacciona -con la 
bencidina, causando su precipitación en forma de gránulos azul 
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oscuro. En los granulocitos y en los monocitos, se encuentra 
peroxidasa; los gránulos están dispersados más finamente en los 
monocitos. La reacción es negativa para los linfocitos. Las prue- 
bas enzimáticas de este tipo son especialmente valiosas en el es- 
tudio de condiciones anormales de la sangre. Se encuentra un 
tipo de peroxidasa, en altas concentraciones, en glóbulos blancos 
de personas con ciertos tipos de leucemia granulocítica. También 
se halla en los glóbulos blancos de ratas a las que se ha trasplan- 
tado un tumor mortal conocido como cloroleucemia. 

Un importante ejemplo de las enzimas hidrolíticas es la fos- 
fatasa. Esta enzima existe en variedades ácidas y básicas. Un 
método frecuentemente usado en la detección de estas enzimas 
consiste en fijar películas de sangre en vapor de formol, y des- 
pués incubar en una solución ácida o básica, según sea la natura- 
leza de la enzima a detectar. Las dos fosfatasas aparecen como 
gránulos café-negruzcos y se observan en todos los núcleos. 

Una importante observación es que en estados no malignos, 
en los que el nivel de leucocitos es alto (leucocitosis), las fosfa- 
tasas alcalinas pueden ser cinco veces más que lo normal. En la 
leucemia mielocítica crónica, sin embargo, los valores son consi- 
derablemente menores que lo normal. Esta carencia de la enzima 
en células leucocíticas es, en ocasiones, empleada para distinguir- 
las de células sanguíneas normales. Los doctores Cohn y Hirsch, 
del Instituto Rockefeller de Nueva York, han demostrado que 
las enzimas hidrolíticas de los leucocitos granulosos se encuentran 
en el interior de los gránulos. Cuando estos glóbulos blancos in- 
gieren partículas, los gránulos se pierden, liberando, presumible- 
mente, sus enzimas al citoplasma de la célula. 

Existe un procedimiento para determinar glicógeno y otras 
sustancias como mucoproteínas y fibrina, conocido como reacción 
de Schiff del ácido peryódico (el ácido peryódico es el más oxi- 
dado de los ácidos que forma el yodo). Como esta prueba no es 
específica, para determinar la presencia del glicógeno, es nece- 
sario establecer controles en los cuales el glicógeno sea digerido 
por una enzima, como la ptialina salival. Se hacen comparaciones 
entre las células experimentales y las de control, y se considera 
como no glicógeno a cualquier material que muestre una reacción 
positiva en las células de control. La reacción del glicógeno 
es menos intensa en células pertenecientes a víctimas de algunas 
leucemias, y más intensa en las de sujetos con enfermedades in- 
fecciosas, diabetes serias y policitemia vera. 

La localización de los minerales dentro de las células sanguí- 
neas puede ser determinada con un método conocido como micro- 
incineración. Las células son sometidas a temperaturas que 
aumentan progresivamente hasta llegar a 45090 aproximadamen- 
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te, y se mantienen a esta temperatura hasta que todas las partí- 
culas carbonizadas desaparezcan. Al enfriar, los productos mine- 
rales calcinados de algunas regiones pequeñas de la célula se 
agrupan en pequeñas gotas que pueden ser detectadas con mi- 
croscopios especiales. Se ha demostrado la presencia de sodio, 
potasio y hierro en los eritrocitos, mientras que el calcio pre- 
domina en las cenizas de leucocitos y plaquetas. 


Microscopia. Entre las técnicas que dependen fundamental- 
mente de principios físicos, la microscopia es probablemente la 
más importante. El uso de los microscopios es, naturalmente, 
fundamental en el estudio de las células sanguíneas. Sin embar- 
go, los microscopios que emplean únicamente luz común tienen 
serias limitaciones. Es posible ver con claridad un objeto con la 
luz del microscopio sólo si el objeto no es menor de 0.2 micras de 
diámetro. El microscopio electrónico amplía mucho la posibilidad 
de que el hombre vea objetos diminutos. Este tipo de microscopio 
tiene un poder de resolución cuando menos 100 veces mayor que 
el microscopio óptico. Con este instrumento, los electrones se 
enfocan dirigiéndolos a través de campos electrostáticos y mag- 
néticos. Conforme los electrones penetran en el espécimen obser- 
vado, las partes más densas de éste absorben o deflectan más 
electrones que las áreas menos densas, produciendo una imagen 
amplificada en la pantalla. Objetos con diámetros tan pequeños 
como 10 A (10000 Angstroms, Á, son iguales a 0.001 mm) pue- 
den ser vistos con este instrumento. La aplicación de este impor- 
tante aparato está abriendo nuevas posibilidades para el estudio 
de las células sanguíneas. Con él, por ejemplo, el Dr. Bessis, en 
París, ha demostrado vivamente que las células precursoras de 
los eritrocitos, en la médula ósea roja, toman y retienen ferri- 
tina (proteína que contiene hierro). Su trabajo sugiere que la 
ferritina sirve como fuente de hierro para la síntesis de la hemo- 
globina. 


Timina tritiada en un normo- 
blasto reciente. Este autora- 
diograma positivo muestra la 
presencia de pequeños granos 
negros en el núcleo 
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El tamaño es sólo una de las limitaciones en el uso del mi- 
croscopio. Otra consideración es la cantidad de contraste visual 
que existe entre el objeto y sus alrededores. Existe poco de este 
contraste en las estructuras de una célula viva. Sin embargo, las 
diferencias de densidad causan que las diversas partes refracten 
la luz a diferentes grados. Estas diferencias de densidad, que al- 
teran la longitud de las ondas luminosas que pasan a través de 
ellas, a pesar de ser invisibles al ojo humano, pueden visuali- 
zarse con la ayuda de instrumentos ópticos especiales. El micros- 
copio de contraste de fases es uno de estos instrumentos. La 
microscopia de contraste de fases produce una imagen con fuertes 
contrastes al ser aplicada a una célula incolora. El aparato ha 
permitido examinar células sanguíneas, vivas y sin teñir, en di- 
ferentes estructuras y en detalle. Se ha podido observar croma- 
tina, mitocondrias, centrosomas y gránulos específicos, frecuen- 
temente con más claridad que en muestras teñidas. 


Fluoroscopia y autorradiografía, La fluorescencia es otro 
fenómeno de gran utilidad para el estudioso de las células san- 
guíneas. En el estudio de la formación de anticuerpos por las 
células del plasma, los anticuerpos de ciertas sustancias especí- 
ficas pueden ser marcados con un colorante fluorescente. Una 
yez que el anticuerpo fluorescente ha sido inyectado en el sujeto, 
la fluorescencia puede seguirse en las células plasmáticas. 

Existe aún otro método, recientemente desarrollado: la auto- 
rradiografía, usada conjuntamente con las marcas isotópicas. Se 
coloca una emulsión fotográfica en contacto directo con las células 
sanguíneas. La radiación emitida por un isótopo radiactivo como 
el Fe”? es tomada por las células, da como resultado una imagen 
en la emulsión. La película se revela y se fija, como en fotografía. 
Un autorradiograma positivo es aquel que muestra una serie de 
pequeños gránulos negros sobre la célula (ver ilustración Pág. 
15). Este método es especialmente valioso en estudios sobre el 


EXPLICACION DE LAS TINCIONES 
(ILUSTRACIONES DE LAS PAGINAS CENTRALES) 


Negro de Sudán Los lípidos aparecen como gránulos negros-sangre normal. 

Método de Sato Las peroxidasas se tiñen de un color azul intenso-sangre 
normal. 

Azul de toluidina La glicoproteína se tiñe de una coloración rojo vino-basó- 
filos de la sangre normal. 

Feulgen Las sustancias que contienen DNA se tiñen de rojo-sangre normal. 

Método de Hotchkiss Las partículas de glicógeno se tiñen de rojo-sangre 
normal. 

Verde de metilpironina El DNA se tiñe de verde y el RNA, de rojo brillante- 
médula ósea. 
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metabolismo de la médula ósea. El procedimiento revela mucho 
acerca de las células y de la proporción de células de cada uno 
de los tipos que han sido marcados. También revela la localiza- 
ción de un isótopo dentro de la célula, y la intensidad de la marca 
(equivalente a la tasa de absorción y, consecuentemente, indica- 
tiva del metabolismo del compuesto marcado en la célula). Final- 
mente, proporciona información acerca de la naturaleza química 
del material celular al cual se fija el isótopo. La autorradiografía 
ha arrojado luz sobre una gran variedad de problemas hematoló- 
gicos, incluyendo la síntesis de hemoglobina en las células pre- 
cursoras de los glóbulos rojos, síntesis proteica y de ácidos nu- 
cleicos en todos los tipos de células sanguíneas, y la fluctuación 
de la población de células de la médula en estados de salud y de 
enfermedad. 

En relación a esto, el Dr. Eugene Cronkite, del Laboratorio 
Nacional de Upton, Nueva York, recientemente inoculó a huma- 
nos (pacientes en estados terminales) timidina H*. Fue capaz 
de detectar cómo se marcaban los precursores granulocíticos en 
la médula ósea, durante el primer minuto después de la inyec- 
ción del material radioisotópico. Los estudios del Dr. Cronkite 
indican que los granulocitos humanos pasan cerca de 10 días en 
la médula ósea, en procesos normales de maduración, división y 
almacenamiento, antes de ser liberados a la circulación. 


ESTUDIOS EXPERIMENTALES DE LA FORMACION 
DE CELULAS SANGUINEAS 


Las técnicas físicas y químicas que hemos descrito hasta aquí 
nos han llevado, a lo largo del camino, a comprender la natura- 
leza de las células sanguíneas. Sin embargo, estos procedimien- 
tos, por sí mismos, no pueden revelar los mecanismos a través de 
los cuales la producción y la liberación de células son reguladas. 
Por ello, es necesario emplear procedimientos experimentales en 
animales vivos donde los efectos puedan ser observados de dife- 
rentes maneras. 

Durante los últimos 50 años se han efectuado experimentos 
muy interesantes, acerca del mecanismo de formación de las 
células sanguíneas. Resulta de esencial importancia el compren- 
der los factores que afectan a la formación de glóbulos rojos 
o eritropoyesis (poyesis, del griego poiein, hacer). 


Glóbulos rojos. Desde hace muchos años se sabe que los ma- 
míferos nativos de las altitudes elevadas tienen mayor número 
de glóbulos rojos, y mayores tasas de eritropoyesis, que los su- 
jetos que se encuentran en altitudes menores (al nivel del mar). 
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Hay mayor desgaste de hierro plasmático y de glóbulos rojos; 
también hay mayor cantidad de reticulocitos (forma inmadura 
del glóbulo rojo, inmediatamente anterior al eritrocito totalmen- 
te maduro) en la sangre, y de precursores del eritrocito en la 
médula ósea. Se han estudiado los niveles de hemoglobina en hom- 
bres que habitan diferentes altitudes de los Andes peruanos. 
En la sangre arterial, el nivel de la hemoglobina guarda una re- 
lación inversa a la cantidad de oxígeno. Se requieren ajustes 
fisiológicos para compensar las condiciones de las altitudes eleva- 
das. El incremento de glóbulos rojos probablemente forme parte 
de este patrón de compensación. Es evidente que los nativos de 
las zonas elevadas, a diferencia de personas recién llegadas a la 
zona, no resientan la escasez de oxígeno. Una película notable 
muestra a unos nativos peruanos jugando un emocionante par- 
tido de fútbol soccer a una altura de aproximadamente 15 000 
pies. 
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Tipos de estímulos. Cuando los nativos de zonas de baja al- 
titud viven en alturas más elevadas durante un lapso cualquiera 
de tiempo, los ajustes fisiológicos se presentan en respuesta al 
cambio de presión atmosférica. En el laboratorio, se puede pro- 
vocar una eritropoyesis incrementada en animales colocándolos 
en una cámara de descompresión. En ella, se pueden simular 
atmósferas correpondientes a diferentes altitudes. Así, cuando 
las ratas son expuestas, por algunos días, a presiones de 322 mm 
de mercurio, correspondientes a una altitud aproximada de 22 000 
pies, presentan un ascenso significativo en el número de glóbulos 
rojos, así como en los valores de hematocrito y de hemoglobina. 
También se observa un incremento en la actividad de la médula 
ósea. Se pueden observar incrementos similares en la eritropo- 
yesis de animales por medio de hemorragias. Así, cuando la san- 
gre de una rata o de un conejo anestesiados es sacada del cora- 
zón, por ejemplo en una cantidad equivalente a aproximadamente 
un quinto del volumen de sangre, se presentan signos de eri- 
tropoyesis incrementada desde el primer día después del san- 
grado. En la circulación aparecen reticulocitos en cifras 
crecientes, alcanzando valores de pico de alrededor del 7% 
(normal: aproximadamente 1%) al quinto día después del san- 
grado. Igualmente, la inyección de algunos metales, especialmen- 
te de cobalto, estimula la eritropoyesis. Las ratas a las que se 
ha dado 2.5 mg de nitrato de cobalto diariamente durante una 
semana, muestran incrementos significativos en los conteos de 
glóbulos rojos, reticulocitos, y muestras de una eritropoyesis ac- 
tivada en la médula ósea. 

Aquí se encuentran tres estímulos en apariencia diferentes: 
presiones varométricas disminuidas, sangrado y cobalto. Pero, 
¿son éstas realmente diferentes? Si las consideramos más eui- 
dadosamente, vemos que las tres pueden operar por medio del 
mismo mecanismo, a saber, produciendo un estado de deficiencia 
parcial de oxígeno. Así pues, las bajas presiones crean una con- 
dición en la cual la saturación de oxígeno de la sangre arterial 
es reducida (como en el caso de los nativos de los Andes perua- 
nos). Este fenómeno es denominado, redundantemente, «noria 
anóxica, por los fisiólogos. El sangrado no afecta a la concentra- 
ción de oxígeno arterial, pero restringe la cantidad total de oxí- 
geno en la sangre, reduciendo la cantidad de hemoglobina en 
circulación. Este estado se conoce como anemia anóxica. En los 
últimos años se ha entendido que la acción del cobalto consiste 
en inhibir cuando menos cuatro sistemas enzimáticos básicos, 
esenciales a la respiración. Entonces, el cobalto puede actuar in- 
terfiriendo con la capacidad de los tejidos para utilizar el oxíge- 
no, induciendo así un estado conocido como anozia histotóxica. 
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El papel de la falta de oxígeno. La idea de que la falta de 
oxígeno es el estímulo fundamental para la producción de eritro- 
citos no es nueva. El hematólogo suizo Miescher sugirió en 1893 
que la producción de glóbulos rojos en los órganos formadores 
de sangre, como la médula ósea, está controlada por el oxígeno 
presente en dichos órganos. Empero, para aceptar esta hipóte- 
sis, tendríamos que estar seguros de que cuando un animal es 
sometido a una falta de oxígeno, la médula ósea misma se ve 
sujeta a dicha falta también. 

Actualmente hay pocas evidencias que respalden esta idea. 
Por ejemplo, los Drs. Grant y Root, del Colegio de Médicos y 
Cirujanos de Nueva York, han demostrado que en perros some- 
tidos a hemorragias, en momentos en los que se efectúa una re- 
generación activa de glóbulos rojos, el suministro de oxígeno a 
los alrededores de la médula se encuentra dentro de los límites 
normales. También se observan valores normales de oxígeno en 
la médula ósea de pacientes con policitemia vera. En esta enfer- 
medad se presenta un hipercrecimiento de los tejidos formadores 
de glóbulos rojos, así como un incremento en la actividad de los 
mismos, asociados con un gran incremento en el número de gló- 
bulos rojos en la sangre circulante. Aún más, en experimentos 
de cultivo efectuados por los hematólogos israelíes Drs. Rosin y 
Rachmilewitz, en los que la médula ósea se desarrolla afuera del 
cuerpo en un medio nutritivo especial, se ha observado que la 
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deficiencia de oxígeno en los cultivos tiende más bien a reducir 
la producción globular que a estimularla. Experimentos como 
éste han llevado a la conclusión ineludible de que el mecanismo 
a través del cual la falta de oxígeno incrementa la producción de 
eritrocitos no existe en los tejidos formadores de sangre. Apa- 
rentemente los órganos formadores de sangre son capaces de ajus- 
tarse rápidamente a una anoxia impuesta. Posiblemente exista 
un incremento en la velocidad del flujo sanguíneo a través de 
ellos, 


Control endocrino, ¿Dónde opera el mecanismo de la anoxia ? 
Puede ser que las glándulas endocrinas funcionen como órga- 
nos blanco*, Ha habido demostraciones adecuadas de que el sis- 
tema endocrino sí ejerce influencia en los procesos de formación 
de eritrocitos. Así, se sabe ahora firmemente que la extracción de 
la hipófisis (cuerpo pituitario) en animales y en el hombre, da 
por resultado anemia. Como se demuestra en la gráfica, en ani- 
males sujetos a los mismos procedimientos operativos que las 
ratas hipofisectomizades, salvo que la hipófisis no sea extraída 
de hecho?, esta anemia no puede ser causada por el shock ope- 
ratorio. Aún más, los testigos sometidos a hambre indican que 
la anemia no es resultado de una reducción en la ingestión de 
alimentos, asociada a la ausencia de pituitaria. En las ratas, la 
anemia asociada a la hipofisectomía se debe indudablemente a 
la disminución en la producción de glóbulos rojos. Esto se de- 
muestra por una disminución en la tasa de incorporación de hierro 
radiactivo en los glóbulos rojos, una reducción del 45% en el 
total de glóbulos rojos en circulación y un decremento del 40% 
en el número de células en la médula ósea alrededor de dos meses 
después de la extracción de la glándula. Estos cambios resultan 
atribuibles a una deficiencia del lóbulo anterior de la pituitaria, 
Los defectos son corregibles por medio de inyecciones de aquellas 
hormonas que están ausentes o en concentraciones disminuidas 
en los animales hipofisectomizados. Las combinaciones de hor- 
minas resultan más eficientes que una sola hormona administra- 
da aisladamente. En nuestro laboratorio se ha encontrado que 
una mezcla de cortisona, tiroxina, testosterona y de hormona 
de crecimiento hipofisiaria, administrada a ratas hipofisectomi- 
zadas, cambió los valores alterados, mencionados anteriormente, 
a su estado normal. Estos descubrimientos sugieren que el sis- 
tema endocrino desempeña un papel definitivo como regulador 
de la producción de glóbulos rojos. 

Una vez establecido esto, surgió otra pregunta: ¿Es nece- 
sario el sistema endocrino para la respuesta eritropoyética a 


1 Target organs, (N. del T.) 
* sham-operated animals: (N. del T.) 
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Respuestas de los glóbulos rojos y la hemoglobina en 14 ratas intactas (N) 

y 14 ratas hipofisectomizadas (dos meses después de la operación) expues- 

tas durante siete días a 2 diferentes intensidades de presiones barométricas 
reducidas. (411 y 321 mm de mercurio) 


la anoxia? Hace algunos años, el Dr. Ovid Meyer, de la Univer- 
sidad de Wisconsin, demostró que las ratas hipofisectomizadas 
eran incapaces de responder con un incremento en la eritropoye- 
sis a presiones barométricas reducidas equivalentes a 411 mm de 
mercurio (16000 pies), en una cámara de descompresión. Sin 
embargo, los resultados de este experimento, con una sola in- 
tensidad de bajas presiones, probablemente no es toda la historia, 
ya que, a pesar de que los resultados del Dr. Meyer son confir- 
mables a 411 mm de mercurio, existen experimentos a otras 
presiones que han dado diferentes resultados. Con una disminu- 
ción de la presión a 321 mm de mercurio (22 000 pies), encon- 
tramos que las ratas hipofisectomizadas respondían con conteos 
de glóbulos rojos elevados, valores de hemoglobina incrementados 
junto con actividad eritrioidea de la médula ósea. Su respuesta 
fue, de hecho, bastante similar a la de los organismos control ex- 
puestos a las mismas presiones —es decir, a la misma intensidad 
de estímulos. 

Otras glándulas endocrinas, como las suprarrenales, la tiroi- 
des y las gónadas, no resultan esenciales para la respuesta eri- 
tropoyética a la anoxia. Esto puede demostrarse de manera se- 
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mejante al caso anterior. Aparentemente, a pesar de desempeñar 
un papel en los procesos de formación de glóbulos rojos, el sis- 
tema endocrino resulta útil más que necesario. Yo sugerí, hace 
algunos años, que opera creando un ambiente metabólico favora- 
ble para reguladores de la eritropoyesis que sean más im- 
portantes. Para lograr esto, las hormonas probablemente actúen 
movilizando sustancias orgánicas y minerales, enzimas y vitami- 
nas, necesarias para la producción adecuada de glóbulos rojos. 

El factor químico-eritropoyetina. Los descubrimientos que 
acabamos de describir no excluyen la posibilidad de que otros 
mecanismos químicos, diferentes del sistema endocrino ortodoxo, 
operen como reguladores primarios de la manufactura de gló- 
bulos rojos. En 1906, dos franceses, Carnot y Déflandre, pro- 
pusieron la existencia de un factor circulante, estimulador de la 
eritropoyesis, al que llamaron “hemopoyetina”. Desde entonces, 
muchos investigadores han efectuado numerosos experimentos 
para confirmar este concepto. Algunos se reportaron incapaces de 
detectar el factor; otros mantuvieron su existencia, pero sus ex- 
perimentos no resultaron del todo convincentes. Mi sentir es 
que fue la fe, más que una demostración clara de veracidad, 
lo que mantuvo vivo a este concepto. Durante los últimos 15 años, 
sin embargo, se ha obtenido evidencia confiable acerca de la 
existencia de un agente eritropoyético que es llevado en la sangre, 
llamado actualmente “eritropoyetina”. ] 

Un procedimiento efectivo que puede emplearse para inducir 
la producción de eritropoyetina es provocar una anemia intensa 
en ratas o en conejos, administrando diariamente un agente hemo- 
lítico, es decir, un agente que actúe destruyendo a los glóbulos 
rojos y liberando a la hemoglobina hacia el torrente sanguíneo. 
En un experimento típico, se invectaron ratas diariamente, du- 
rante 6 días, con 5 mg de fenilhidracina. Al final de este lapso, 
presentaron señales de una anemia severa, asociada con un 
incremento considerable en el número de reticulocitos en la san- 
gre. A ratas normales, de la misma cepa, se les inyectó diaria- 
mente, 3 ml de plasma o de suero, obtenidos de los animales 
anémicos. Después de 10 días, las ratas normales mostraron in- 
crementos considerables en los conteos de glóbulos rojos, reticu- 
locitos y concentraciones de hemoglobina en el flujo sanguíneo, 
así como un incremento en el número de glóbulos rojos nucleados 
en la médula ósea. El plasma inyectado también incrementó la 
velocidad a la cual el hierro radiactivo es incorporado-a los gló- 
bulos rojos en circulación; además, el volumen total de glóbulos 
rojos en circulación se elevó. Estos efectos, considerados con- 
juntamente, demuestran indiscutiblemente que el plasma de ani- 
males seriamente anémicos posee capacidad para estimular la 
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producción de glóbulos rojos. El plasma obtenido de animales 
sometidos a hemorragias, a altitudes elevadas estimuladas, o a 
inyecciones de cobalto, posee, según se ha demostrado, cualidades 
estimuladoras de la eritropoyesis similares. En efecto, los incre- 
mentos en los conteos de glóbulos rojos inducidos en ratas nor- 
males por medio de plasma de ratas expuestas a altitudes ele- 
vadas son bastante semejantes en magnitud a aquellos observados 
en animales expuestos por sí. Estos experimentos nos llevan a 
concluir que la anoxia, estímulo fundamental para la producción 
de glóbulos rojos, opera por medio de la producción de eritro- 
poyetina. 

Una vez que descubrimos que cantidades considerables de 
eritropoyetina existen en el plasma de las ratas con anemias 
severas debidas a la destrucción excesiva de las células sanguí- 
neas, buscamos aplicaciones a la anemia humana. Consideramos 
la posibilidad de que la eritropoyetina estuviese presente en la 
sangre de sujetos humanos con anemia hemolítica. Una de estas 
condiciones es la anemia de Cooley, también conocida como tala- 
semia o anemia mediterránea. Se presenta en personas de origen 
italiano, sirio, armenio y griego, y es causada por un gene auto- 
somal, recesivo defectuoso, que da origen a una producción con- 
tinuada de hemoglobina fetal a expensas de hemoglobina adulta 
normal. Los glóbulos rojos anormales se destruyen excesivamen- 


104 20 s9 
n 50 
96 
w 53 
7 40 
13 
Bo 1 47 2 30 
RBC Hemoglobina Hematocrito Reticulociteo MN RBC 


Valores de células rojas medianas, hemoglobina, hematocrito, reticulocitos 

y células rojas nucleadas de la médula en ratas, antes (barras rojas) y des- 

pués (barras grises) de ser inyectadas diariamente con filtrado de plasma 

procedente de una niña de 5 años de edad que padecía anemia de Cooley 
(hemoglobina 5 g/100 ml) 


28 S 


te en órganos como el bazo y el hígado, dando esto como resultado 
la anemia y requiriéndose, consecuentemente, constantes transfu- 
siones. La inyección de plasma humano a ratas se hizo posible 
cuando nuestro laboratorio y el del Dr. Borsook, en el California 
Institute of Technology, descubrieron que la eritropoyetina del 
plasma es bastante resistente a la acidificación y a la ebullición. 
Cuando el plasma es sometido a este procedimiento, la mayor 
parte de las proteínas que causarían reacciones inmunológicas 
se precipitan. Después de filtrar, se cbtiene un fluido claro, que 
retiene cantidades considerables de eritronoyetina. Hemos en- 
contrado que cinco inyecciones diarias del filtrado, en cantidades 
equivalentes a 3 ml de plasma original, son altamente efectivas 
como estimulantes de la eritropoyesis en ratas normales. Así 
queda establecida la presencia de la eritropoyetina en el plasma 
de un humano anémico. 

En pacientes intensamente anémicos, la eritropoyetina alcan- 
za niveles en la sangre suficientemente altos como para provocar 
que pase a la orina. Esto ha resultado útil a la investigación, 
ya que la orina se obtiene más fácilmente que la sangre, y se 
encuentra relativamente libre de proteínas sanguíneas. Resulta 
interesante que cuando a niños con anemia de Cooley se les apli- 
can transfusiones de sangre compatible, el factor estimulante 
desaparece tanto de la sangre como de la orina. Aparentemente, 
los eritrocitos transfundidos sirven para “retroalimentar” señales 
al sitio o sitios de manufactura del factor, reduciendo su pro- 
ducción. En tal caso es posible que la retroalimentación se halle, 
al menos en parte, en las cantidades extra de oxígeno suminis- 
trado a los tejidos en los cuales se origina a eritropoyetina. 

El Dr. Stohlman, de Boston, ha sugerido que la eritropoye- 
tina puede ser inactivada por las mismas células a las que 
estimula, a saber, las de los tejidos eritrogénicos presentes en 
la médula ósea y otros órganos. Esto se ve apoyado por los des- 
cubrimientos de que en los animales sometidos a rayos X, que 
destruyen a las células formadoras de sangre, la eritropoyetina 
persiste por más tiempo en la circulación. Aún más, las cantida- 
des más elevadas del factor aparecen en pacientes con anemias 
hipoplásticas, es decir, bajo condiciones debidas a defectos resul- 
tantes de una considerable reducción en la cantidad de tejido 
eritrogénico en la médula ósea de la víctima. 

El papel del riñón. Una vez establecida la presencia de la 
eritropoyetina, el problema fue trazar su fuente de origen. El 
principal sitio de producción de eritropoyetina, según se sabe en 
la actualidad, es el riñón. El Dr. Jackobson y sus asociados, de la 
Universidad de Chicago, han experimentado con ratas privadas 
de sus riñones y expuestas a diferentes formas de anoxia, tales 
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como las inducidas por sangrado, presiones disminuidas o inyec- 
ciones de cobalto. Dichos animales no pudieron responder con in- 
crementos en eritropoyesis; lo que es más, se detectó muy poca 
—o no se detectó— eritropoyetina en sus plasmas. Esto no 
pudo deberse completamente a la acumulación de desechos tóxi- 
cos. En animales testigos, con uréteres cerrados para producir 
niveles de orina en la sangre equivalentes a los observados en 
las ratas sin riñones, las respuestas eritropoyéticas a la anoxia 
y la capacidad para fabricar eritropoyetina, se vieron reducidas 
sólo levemente. El Dr. Naets, en Bélgica, ha estudiado la forma- 
ción de glóbulos rojos en perros sometidos a la extracción de 
riñones, y mantenidos vivos por diálisis peritoneal. En esta téc- 
nica, la cavidad abdominal del perro es regada periódicamente 
con una solución fisiológica. Las sustancias tóxicas que se acu- 
mulan, se difunden a este fluido, que es después retirado. Cuando 
los niveles de desechos en la sangre son así reducidos, el tiempo 
de vida del perro se amplía considerablemente. En estos anima- 
les se observó un cese casi total de la eritropoyesis al cabo de 3 
días. De igual manera, los Drs. Kuratowska, en Polonia, y Fisher, 
en Memphis, han demostrado recientemente que riñones de perro, 
aislados, perfundidos con sangre anóxica, producen y liberan, en 
el perfundido, cantidades significativas de eritropoyetina. Exis- 
ten algunas evidencias de que el hígado también se ve invo- 
lucrado en la producción de eritropoyetina, pero esto no ha sido 
muy bien establecido como en el caso de los riñones. 

Naturaleza química de la eritropoyetina. Los investigadores 
están realizando considerables esfuerzos para purificar eritro- 
poyetina con la esperanza de determinar su naturaleza química 
exacta. Las indicaciones son de que la eritropoyetina en el plas- 
ma y la orina es una proteína que contiene carbohidratos, conocida 
como glicoproteína. Uno de los carbohidratos componentes, el 
ácido neuramínico, es esencial para la actividad biológica, ya 
que la eritropoyetina pierde potencia rápidamente cuando es in- 
cubada con la enzima neuraminidasa. La Sección de Estudios 
de Hematología (Hematology Study Section) de los Institutos 
Nacionales de Salud (National Health Institutes) está propor- 
cionando muestras muy purificadas de eritropoyetina, prepara- 
das a partir del plasma de borregos altamente anémicos. La 
disponibilidad de este material estimulará el interés en este pro- 
vocativo campo. Estudios posteriores llevarán a una mejor com- 
prensión del modo de acción de la eritropoyetina, su sitio de 
producción, su metabolismo y su química, así como de las posi- 
bilidades de su uso en algunas afecciones sanguíneas clínicas. 
Estas pueden incluir las anemias asociadas con enfermedades 
hepáticas y renales y los estados de infección y radiación. De 
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resultar útil la eritropoyetina en el tratamiento de estas condi- 
ciones, habrá necesidad de fuentes más abundantes de ella. Ac- 
tualmente, parece ser que la orina proveniente de humanos in- 
tensamente anémicos, representa la mayor promesa de dichas 
fuentes. 


MECANISMOS DE FORMACION 
DE LOS GLOBULOS BLANCOS 


Se están recopilando evidencias acerca de la existencia de 
factores, en circulación, estimulantes de leucocitos y plaquetas 
que regulen la producción y liberación de estos dos tipos de ele- 
mentos figurados. A los investigadores les pareció que los factores 
estimulantes de leucocitos y plaquetas comparables a la eritropo- 
yetina pueden ser evocados por la eliminación o destrucción de 
los tipos de células adultas respectivas. Nuestro laboratorio se ha 
ocupado recientemente de este problema, en su relación con los 
leucocitos. Hubo que diseñar un método que posibilitara la extrac- 
ción de un gran número de leucocitos de rata, el animal ex- 
perimental con el que trabajábamos. Pronto encontramos que 
esto podía lograrse con el método de lavado peritoneal. Este méto- 
do requiere la inyección de 25 ml de solución salina en la cavidad 
abdominal de ratas adultas. Un gran número de leucocitos son 
atraídos a la cavidad como resultado de la irritación del peritoneo 
causada por la solución salina. Nueve horas después, la cavidad 
es lavada con 10 ml adicionales de la solución, para permitir la 
colección y extracción, por medio de una jeringa, de los leucocitos 
acumulados en la cavidad. Este método, conocido como leucocita- 

. féresis (LAP) nos permitió, una vez repetido de 8 a 10 veces 
en las ratas, colectar cuando menos un billón de leucocitos de 
cada individuo. Este número es aproximadamente 10 veces mayor 
que el total de leucocitos en circulación. 

Para comprobar la presencia del factor estimulante, la sangre 
obtenida de estas ratas LAP fue tratada con un anticoagulante 
y centrifugada, y se retiró el plasma. Inyecciones únicas de 10 
ml de este plasma fueron administradas a ratas normales y se 
efectuaron determinaciones, a intervalos después del tratamiento, 
de leucocitos y de glóbulos blancos diferenciales. La tabla muestra 
que este plasma indujo una más que duplicación de leucocitos 
en circulación en 4 horas, incremento que fue sostenido cuando 
menos por 6 horas. Tanto los linfocitos como los granulocitos 
resultaron involucrados en este aumento. Inyecciones de 10 ml 
de plasma obtenido de individuos control a los que no se aplicó 
LAP, no mostraron este aumento en el número de leucocitos. Aún 
más, pudo demostrarse que el factor inductor de leucocitosis 
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(LIF) * no se encontraba presente en ratas que simulaban LAP, 
es decir, animales en los que las inyecciones salinas sucesivas 
fueron hechas en la cavidad peritoneal, pero los leucocitos no fue- 
ron retirados. La extracción de los leucocitos del cuerpo es, 
entonces, necesaria para la aparición del LIF. 

Los leucocitos, cuyo número se incrementa en la sangre de 
ratas que reciben el LIF, se derivan, al menos parcialmente, 
de la médula ósea. Así, 6 horas después de la administración de 
plasma LAP, se notaron decrementos significativos en los núme- 
ros totales de granulocitos en las médulas de los animales que 
recibían el plasma. En este punto, pareció importante determinar 
si el LIF ejercía su acción directamente sobre la médula ósea. 
Para ello, se empleó una preparación de pata posterior de rata, 
aislada y perfundida. El diagrama muestra el aparato de perfu- 
sión originalmente empleado en nuestros laboratorios. Se insertan 
cánulas en la arteria y vena iliacas de la pata aislada, y se 
perfunde sangre de rata a través de la preparación, por medio 
de una bomba de perfusión especial. El sistema se mantiene en 
un baño de agua termostáticamente controlado. La sangre que 
sale de la vena gotea en una cámara que contiene una mezcla 
de gas con 95% de oxígeno y 5% de bióxido de carbono. Lana de 
vidrio insertada en el fondo de la cámara sirve para atrapar 
coágulos conforme la sangre venosa gotea en un recipiente a 
partir del cual es regresada al mecanismo de bombeo. Con este 
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método, ha sido posible mantener patas aisladas en buenas 
condiciones fisiológicas durante periodos cuando menos de 6 
horas. 

En un experimento típico, la pierna aislada es perfundida con 
50 ml de sangre de rata privada de la mayoría de sus leucocitos. 
Empleando sangre sin leucocitos, tenemos la ventaja de empezar 
con un nivel bajo de glóbulos blancos. Esto permite una determi- 
nación más confiable de la entrada de leucocitos de la médula al 
perfundido. Antes de añadir el LIF, se descargan aproximadamen- 
te 50 millones de leucocitos maduros en 30 minutos. En una hora, 
el número se ha más que duplicado, y en dos horas, se ha llegado 
a valores aproximados a 150 millones. La adición de 7 ml de plas- 
ma LAP, al inicio del experimento, lleva a un incremento alta- 
mente significativo en la tasa de descarga de los leucocitos al 
perfundido durante los primeros 30 minutos después de la per- 
fusión. Sin embargo, una o dos horas después de la adición del 
LIF, el número de leucocitos en el perfundido no es mayor que 
el observado a los 30 minutos. 

Estos experimentos sugieren la existencia de un LIF en 
circulación, evocado por la extracción de grandes números de 
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leucocitos de rata. La acción del LIF parece ejercerse directa- 
mente sobre la médula ósea, causando una rápida liberación de 
leucocitos almacenados hacia la circulación. Es posible que la 
liberación de glóbulos blancos desde la médula ósea, producida por 
el LIF, desate divisiones celulares compensatorias, para igualar 
a los elementos disparados a la sangre. De este modo, el LIF puede 
finalmente estimular la formación de leucocitos. Hoy en día, en 
nuestros laboratorios se están haciendo intentos para concentrar 
el LIF y determinar su naturaleza química. 

El trabajo que se ha hecho sobre los factores estimulantes 
de glóbulos rojos y blancos nos hace suponer que las mismas célu- 
las maduras actúan como agentes retroalimentadores, inhibiendo 
la producción de cada factor. Si esto logra establecerse con mayor 
certeza, podrá finalmente, demostrarse que existe una variedad 
de factores inhibidores y estimulantes en la sangre, que sirven 
para regular el número de cada uno de los elementos sanguíneos 
en los cuerpos de los animales superiores. El descubrimiento de 
dichos factores y de su naturaleza química y sus mecanismos 
de acción resultarán de inestimable valor en la comprensión de 
procesos de reemplazamiento de células en los animales, incluyen- 
do al hombre. 
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IMPRESO EN MEXICO PRINTED IN MEXICO 


Las células sanguíneas han sido siem- 
pre fascinadoras a los biólogos, Vistas 
primeramente por Leeuwenhoeck al mi- 
eroscopio, en 1673, han sido desde en- 
tonces examinadas y observadas de muy 
diversas maneras. Empleando técnicas 
avanzadas en donde se hace uso de 
dispositivos fotoeléctricos, contadores electrónicos, isótopos ra- 
diactivos, microscopios electrónicos, fluoroscopios y autorradio- 
grafías, se han obtenido nuevos conocimientos en este campo. El 
Dr. Albert S. Gordon, revisando los progresos que los científicos 
han hecho para comprender la fisiología de las células sanguíneas, 
descubrió los problemas que aún existen en este absorbente 
estudio. 

Autor de unos 130 artículos concernientes con la hematolcgía 
fisiológica y coautor de libros de texto y monografías en este 
campo vital, el Dr. Gorden es una autoridad reconocida universal- 
mente sobre este tema especializado. Sus veinticinco años 
de investigación los ha dedicado al estudio de la fisiclogía de la 
formación y destrucción de las células sanguíneas. En reconoci- 
miento de su labor, ha recibido el premio A. Cressy Morrison de 
Ciencias Naturales. En la actualidad está investigando los 
factores químicos en la sangre que regulan la formación de la 
célula y su salida al torrente circulatorio. 


